リグノセルロース分解性新規放線菌株の単離　～木材粉末を主要炭素源とした培養におけるセルラーゼ活性の分泌～ by 春日 和 & 小嶋 郁夫
春日和ら/秋田県立大学ウェブジャーナル B/2016, vol. 3, 1-5. 
- 1 -
S h o r t R e p o r t
リグノセルロース分解性新規放線菌株の単離
木材粉末を主要炭素源とした培養におけるセルラーゼ活性の分泌 
春日和 1，小嶋郁夫 1 
1秋田県立大学生物資源科学部応用生物科学科
キーワード：放線菌，セルラーゼ，リグノセルロース
 リグノセルロース（LC）はセルロース系バイオマ
スの主成分であり，セルロース，ヘミセルロース，
リグニンが含まれ，これらが強固に結合している（近
藤ら, 2012）．LCは稲作により生じる籾殻や稲わら，
木材伐採時に生じる林地残材などに含まれ，国内外
に大量に賦存している（近藤ら, 2012）．これらはセ
ルロースなどの多糖類を多く含んでいるが，糖類の
資源としては有効利用されていない．近年，LCを原
料としても，バイオエタノールなどの燃料製造や化
学物質などを製造するバイオリファイナリー技術の
開発が展開されているが，セルロース系材料の前処
理や糖化が高コストであることが経済的な問題点と
なっている．この問題を克服するためには，低コス
トもしくは高付加価値で LC を有効利用した物質生
産を実現可能とする新たな技術開発が重要である．
 自然界では，種々の LC 分解微生物が分解酵素を
協力的に作用させることによりLCを分解している．
最も代表的な LC 分解微生物は真菌類であり，特に
白色腐朽菌，褐色腐朽菌など担子菌類による LC 分
解については古くから詳細に研究されている（近藤
ら, 2012; Kanda et al., 1978; Tien & Kirk, 1983）．また，
Trichoderma reesei （Hypocrea jecorina）はセルラー
ゼ生産菌として世界中で利用されている糸状菌であ
り，この菌によるセルロース分解系は最も研究が進
んでいる（近藤ら, 2012; Martinez et al., 2008）．また，
原核微生物である放線菌群においても Thermobifida
属や Cellulomonas属放線菌によるセルロース分解の
研究が進んでおり，これら微生物のセルラーゼにつ
いては酵素学的研究やゲノム解読を伴った遺伝学的
研究が進展している（Wilson, 1992, 2004; Gilkes et al., 
1984）．一方，抗生物質の生産菌として広く産業利用
されている Streptomyces 属放線菌でも，これらの一
部が LC 分解能をもつことが知られ，セルラーゼや
ヘミセルロース分解酵素であるキシラナーゼが報告
されている（Théberge et al., 1992; Walter & Schrempf, 
1995; Wittmann et al., 1995; Morosoli et al., 1986）．特に
我々は，リグノセルロースの有効活用をめざして，木材粉末を原料として抗生物質を発酵生産可能な放線菌株の育種を行っている．
そのため本研究では，セルロースの高分解能をもち，かつ抗生物質生産遺伝子群を導入可能な放線菌株の単離を行った．まず秋田県
内外の土壌試料から，1,350 株の放線菌を単離した．スギ木材粉末を主要炭素源とする W-broth 液体培地で菌株を個々に培養し，カ
ルボキシメチルセルロース（CMC）分解アッセイにより培養上清に分泌されたセルラーゼ活性を評価した．選抜された菌株につい
てろ紙分解活性（Fpase）を調べ，これまでに研究対象としていた Streptomyces thermocarboxydus C42より高分解活性を示す 5株を選
抜した．これら 5株は 16S rDNAの塩基配列より，すべて Streptomyces属放線菌であることが明らかになった。5株のプロトプラス
トを作製し，PEG法による放線菌染色体組込み型ベクターの導入を試したところ，Y810と Y1826の 2株でプラスミドの導入に成功
し，これら 2株はリグノセルロースから抗生物質を生産するための遺伝子宿主として有望だと示された．
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分解されにくいリグニンについても，Streptomyces 
viridosporus T7A の分泌性ペルオキシダーゼ系によ
り分解されることが明らかにされ，近年，この菌株
のゲノムが解読されている（Davis et al., 2013）．しか
しながら，Streptomyces属放線菌による LC分解の全
体像はほとんど明らかにされていない．
 我々の研究室ではこれまでに，セルロース系バイ
オマスの高度再資源化を目標として，腐植酸やセル
ロースを分解可能な 1,000 株以上の放線菌株を分離
し，この菌株コレクションよりセルロースを高度に
資化できる Streptomyces thermocarboxydus C42 を選
抜した．C42株は glycoside hydrolase（GH）family 5
に属する cel5Ac，GH9に属する cel9Acなどのセルラ
ーゼ遺伝子をもつことが明らかにされている
（Tomotsune et al., 2014）．また，高付加価値物質の
発酵生産系樹立を意図して，C42 に Streptomyces 
kasugaensis由来の抗生物質カスガマイシン（KSM）
の生合成に必要な kas遺伝子群（Kojima et al., 2006）
を導入したところ，アビセル（微結晶性セルロース）
や，稲わら，スギなどの木粉末を主要炭素源として
KSMの生産に成功した．これより，C42は遺伝子発
現用宿主として用いて，LCを主要原料とした抗生物
質を発酵生産が可能であることが示された．しかし
ながら，この遺伝子導入株では，木材粉末の樹種や
部材により KSM 生産効率に差が認められ，その影
響の低い菌株が望まれた．
 本研究では，木材粉末の樹種や部材にかかわらず
高い LC 分解活性を示し，遺伝子導入により種々の
木材粉末を原料として抗生物質を発酵生産可能な放
線菌株の単離・選抜を目的とした．そのため，土壌
試料から数多くの放線菌株を単離し，このコレクシ
ョンから木材粉末での生育とセルラーゼ活性の分泌
を指標として LC のうちセルロース高分解放線菌を
新たに単離した．さらに，単離した放線菌株に遺伝
子導入が可能であるか検討した．
材料と方法
放線菌の単離と培養条件
 放線菌の分離では，HV 寒天培地（Hayakawa and 
Nonomura, 1987），CS寒天培地（微結晶セルロース
（Merck）, 5.0 g/L; Bacto-yeast extract（DIFCO）, 0.50 
g/L; (NH4)2SO4, 2.5 g/L; KCl, 1.7 g/L; Na2HPO4・12H2O, 
0.50 g/L; MgSO4・7H2O, 0.50 g/L; CaCO3, 0.02 g/L; 
FeSO4・6H2O, 0.01 g/L; 寒天粉末, 15.0 g/L; pH7.0），
ISP2寒天培地（Kieser et al., 2000）を用い，これらに
はシクロヘキシミド（60 µg/mL），ナイスタチン（60 
µg/mL），トリメトプリム（20 µg/mL），ナリジクス
酸（20 µg/mL）を適宜添加した. 平板培養は 30℃に
て一週間静置して行った．
LC 資化能の試験では， W-broth 液体培地（スギ
木材粉末, 1.0 g/L; Bacto-yeast extract（DIFCO）, 0.10 
g/L; (NH4)2SO4, 2.6 g/L; KCl, 1.7 g/L; Na2HPO4・12H2O, 
1.25 g/L; MgSO4・7H2O, 0.5 g/L; CaCO3, 0.1 g/L; 
FeSO4・7H2O, 0.01 g/L; pH6.9）を用いた．この培地 2 
mL を直径 7 mm のガラスビーズ一個とともに 16.5 
mm 径短試験管に入れて滅菌し，培養に用いた．培
養は 30℃で，120 strokes/minの往復振盪で 5日間行
った．スギ木材粉末は，本学システム科学技術学部
機械知能システム学科の高橋武彦准教授より提供さ
れた，平均 30 µmのものを用いた（Takahashi et al., 
2014）．
 セルロース資化性放線菌Streptomyces thermocarboxydus
C42およびS. argenteolus M178はW-brothを用いて，
もしくは前報に述べたように培養した（Tomotsune et 
al., 2014）．
DNA 操作と放線菌の形質転換
 大腸菌 JM109 と SCS110 は DNA操作の宿主とし
て用いた（Sambrook et al., 1989）．JM109とその形質
転換体は 37℃で，SCS110とその形質転換体は 30℃
で，LB培地を用いて培養した．放線菌染色体組込み
型ベクターpTYM19 は東京大学の尾仲宏康教授より
分譲していただいた（Onaka et al., 2003）．放線菌の
形質転換は，成書（Kieser et al., 2000）に従って，プ
ロトプラストに大腸菌 SCS110 の形質転換体から調
製した低メチル化 DNA試料を導入した．
PCRは LA Taq DNA polymerase with GC buffer（タ
カラバイオ）を用いて行った．16S rDNA の増幅に
は， 16S rDNA の特異的プライマーを用いた
（Tomotsune et al., 2014）．
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セルラーゼ活性のアッセイと測定
 放線菌の培養上清に含まれるセルラーゼ活性は，
二段階で評価した．一次評価は，CMCアッセイによ
り簡易に全ての培養液を対象として行った（Teather 
et al., 1982; Tomotsune et al., 2014）．ここで，径 18 mm
以上のCMC分解円が観察された試料についてのみ，
二次評価としてろ紙セルロースの分解活性（FPase）
を測定し，分泌された総セルラーゼ活性として評価
した．FPase の活性測定は，ジニトロサリチル酸
（DNS）法（近藤ら, 2012）に修正を加えて，以下の
ように行った．50 mM クエン酸ナトリウム塩緩衝液
（pH4.8） 400 µLにろ紙断片 1枚（Whatman定性ろ
紙 No.1, 1 cm x 1 cm）を入れ，上清試料 100 µLを添
加して37℃または50℃で反応させ，18時間後にDNS
試薬 900 µLを加えて反応を停止させた．ろ紙断片を
反応停止後に加えた試料を酵素反応のコントロール
とした．沸騰湯浴で 10分間反応試料を加熱して発色
させ，冷却後に蒸留水 1.5 mLで希釈し，マイクロプ
レートリーダー（Benchmark Plus）を用いて A540を
測定した．グルコース標準試料（0.0500 ~ 3.00 
mg/mL）を用いて同時に加熱発色を行い，その A540
より検量線を作製し，反応試料において生じた還元
糖量をグルコース換算で求めた．1分間に 1 µmolの
還元糖を生成する酵素量を 1 unitとしてセルラーゼ
活性を算出した．
菌株の同定
 放線菌の同定は，16S rDNA の塩基配列の分子系
統樹に基いて行った（宮道ら, 2001）．Colony direct 
PCR（Tomotsune et al., 2014）により，放線菌コロニ
ーから 16S rDNAを 4連で増幅し，この増幅産物の
塩 基 配 列 を 決 定 し た ． そ の 結 果 を DDBJ 
（ https://www.ddbj.nig.ac.jp ） の BLAST サ ー チ
（Altschul et al., 1990）により解析して，Clustal Xを
用いた近隣結合法で系統樹を作製し（Thompson et al., 
1997），最も近縁の type strainとの相同性を評価して
同定した．
結果と考察
新規放線菌株の単離
 秋田県内外で土壌試料を収集し，数日間自然乾燥
させた後に粉砕し，さらに 100℃で 1 時間以上乾熱
処理することで放線菌以外の微生物を殺菌した．こ
の乾燥土壌試料を HV寒天培地，CS寒天培地の上に
少量まき，30℃にて一週間静置培養後，生育してき
た放線菌のコロニーを釣菌した．単離した菌株はさ
らに ISP2寒天培地に植え継ぎ培養を行い，他の細菌
が混在しないことを確認した．以上により，1,350
株の放線菌を新たに単離した．
LC 分解放線菌の選抜
LC を主要炭素源として生育できる株を選抜する
ため，1,350株の放線菌株についてスギ木材粉末を主
要炭素源とする液体培地で単離菌株を個々に培養し，
その生育を調べ，さらに培養上清に分泌されたセル
ラーゼ活性を評価した．W-broth液体培地 2 mLを入
れた試験管で個々に 5日間培養したところ，この培
地では放線菌株の約 50%で菌体の生育が観察された
（図 1, A)．生育の有無にかかわらず，培養上清 50 µL
を CMCアッセイに供したところ，約 8%の培養液試
料から直径 18 mm以上の大きな CMC分解円の形成
が観察された（図 1, B）．
CMC アッセイにて大きな分解円が観察された培
養上清試料について，さらに 37℃および 50℃で
FPase活性を測定した．図 2にはその一部を示した．
この結果より，Y810, Y1826, Y1837, Y1949, および
Y2279の 5株が，これまで研究対象としてきたセル
ロース資化放線菌 S. thermocarboxydus C42および S. 
argenteolus M178 と同等もしくはそれ以上の活性値
を示すことがわかった．FPase 活性は，植物由来の
図 1 W-brothでの放線菌培養(A)と CMCアッセイ(B).
cont.は未植菌の培養液である． 
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結晶化セルロースを分解可能な総セルラーゼ活性を
表すものであり，特に 50℃での活性はセルラーゼを
産業利用する可能性を示す指標となる．ここで単離
した Streptomyces属放線菌由来のセルラーゼは 50℃
でも活性を示すことがわかったため，真菌由来の酵
素群に比べて分解活性は低いものの，セルラーゼの
遺伝子源として活用できると期待される．
LC 分解放線菌の同定
16S rDNA の塩基配列に基づき，Y810, Y1826, 
Y1837, Y1949, Y2677の 5株を同定した．寒天培地上
の若いコロニーを鋳型とした colony direct PCRによ
り，各株の 16S rDNA領域を含む 1.5 kb DNA断片を
増幅し，その塩基配列を決定した（表 1）．近隣結合
法による系統解析により， 5 株はいずれも
Streptomyces属放線菌であると明らかになった．従っ
て，これら菌株は通常の Streptomyces 属放線菌用の
プラスミドベクターを用いた遺伝子操作が可能だと
期待できる．
遺伝子導入系の確立
5株について，Streptomyces属放線菌用の染色体組
込み型ベクターpTYM19 を導入可能であるか検討し
た．34%スクロースを含む YEME液体培地 50 mLで
各菌株を 4日間培養し，生育した菌体を回収してプ
ロトプラストを調製した．PEG 法により，大腸菌
SCS110 より調製した低メチル化 pTYM19 を各プロ
トプラストに導入したところ，Y810 と Y1826 の 2
株からは形質転換体が得られた．これら 2 菌株は
C42 株と同様に物質生産に関わる生合成遺伝子群を
表 1 LC分解放線菌の同定 
sniartSseicepS
Streptomyces murinus Y810, Y1949 
Streptomyces kunmingensis Y1826, Y1837, Y2677
導入可能であると期待できる．これら以外の 3株に
ついては，プロトプラスト調製のための培養条件や
再生の条件について，今後より一層検討する必要が
ある．
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Isolation of novel lignocellulose-degrading actinomycete strains 
Secretion of cellulases in cultures containing wood powder as the major carbon source 
Kano Kasuga, Ikuo Kojima
Department of Biotechnology, Faculty of Bioresources, Akita Prefectural University 
Keywords: actinomycete, cellulase, lignocellulose 
We studied the molecular breeding of an actinomycete capable of fermenting an antibiotic from wood powder to use lignocellulose as a resource. 
We aimed to isolate highly cellulose-degrading actinomycete strains transformable with the genes responsible for antibiotic production. We 
isolated 1,350 actinomycete strains from soil samples originating in Akita and other prefectures. The strains were cultivated individually in 
W-broth liquid medium containing cedar wood powder as the major carbon source to screen for cellulase secretion into the medium using a 
carboxymethylcellulose-degrading assay. The screened samples were further evaluated for filter paper-degrading activity (FPases) to select five 
strains with a higher activity than Streptomyces thermocarboxydus C42, which was the only strain previously used to study cellulase degradation. 
The five strains belonged to the genus Streptomyces according to the 16S rDNA sequences. Protoplasts of the strains were prepared to test the 
capacity of an integration vector for Streptomyces sp. using the PEG method. The vector was successfully introduced into two strains, Y810 and 
Y1826, which are expected to be available for production of an antibiotic from lignocellulose. 
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